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                                      Summary 
   The class-switching process of immunoglobulin(Ig) gene-transcribing cells was investigated in the thymus 
of BALB/c female mice. The ratios of  IgM,IgG1,IgG3 and IgE-transcripts were determined with aging by 
realtime PCR. Logarithmic values of  IgG1/1gM and IgG3/IgM increased rapidly from birth to several weeks 
and then gradually. While that of IgE/IgM increased similarly to about 7.5 weeks and it decreased afterwards. 
    Rate theory was applied to analyze these results with supposing both that transcript-quantity was 
proportional to the number of transcribing cells and that  IgM-transcribing cells were supplied continually from 
stem cells in vivo. On the first order differential concurrent model, in which  IgM cells recombined Ig genes and 
changed to other Ig class-transcribing with rate constants k, the rate equations were solved theoretically. The 
calculated values of logIgGl/IgM and logIgG3/IgM were good agreement with experimental ones for periods 
up to 400 days after birth. But, in the case of logIgE/IgM, which had a maximum, this theory could not agree 
the maximum value.  


















た。また,胸 腺でのT細 胞受容体のβ鎖(TCR　 Q)














2.　 卜一 タルRNAの 抽 出お よ び逆 転 写 反 応
　 凍 結 した組 織 よ り,酸 性 グ アニ ジ ンチ オ シア ン酸
一フ ェ ノ ー ル クー ロ ロ ホ ル ム 法 に よ っ て トー タ ル
RNAを 抽 出 した6)。 精 製 した トー タ ルRNAを,濃
　 100ng!,u　 1に 調 整 した水 溶 液3μ1を 鋳 型 と して
逆 転 写 反応 を行 った 。 逆 転写 反応 はM-MLUリ バ ー
ス トラ ンス ク リプ ター ゼ(ReverTra　 Ace一 α,東 洋紡),
oligodT20プ ラ イ マ ー を 用 い,30℃ で10分 間,さ ら
に42℃ で20分 間行 っ た 。99℃ で5分 間 処 理 す る こ
とに よ り反 応 を停 止 させ る と と も に鋳 型RNAを 分
解 した 。 この 反 応 産 物 を水 で15倍 に 希 釈 し た溶 液
を リア ル タイ ムPCRの 試料 溶 液 と した 。
3.リ アル タイ ムPCR
　 イ ンターカ レー ター法 リアル タイ ムPCR(LineGene,
BioFlux)の 反 応 溶液 は メーカー のプ ロ トコール に従 い,
SYBR　 Green　mix(Real　 time　PCR　 Master　Mix,東 洋 紡)
7.5μ ¢,forward　 primerお よびreverse　primer(4　 pmol/
μ の を各1.5μ2,試 料 溶 液4.5μ β,合 計15μ4と
した。PCR反 応 は,95℃10分 の 前処 理 後,変 性94℃
15秒,ア ニ ー リング60℃15秒,伸 長 反 応72℃30秒
のサ イ ク ルを45回 行 い,各 サ イ クル の伸 長 反 応 終 了
時 毎 に蛍 光 強度 を測 定 し増 幅 曲線 を得 た 。
　 さ らに,増 幅 反応 終 了 後 に増 幅 さ れ たDNAの 融
点 解 析 を行 い,増 幅 され たDNAが 均 一 な もの で あ
る こ と を確認 した。 増 幅反 応 に用 い た プ ラ イマ ー を
表1に 示 した。 い ず れ の プ ラ イマ ー も,少 な く と も
一 つ の イ ン トロ ン領 域 を 間 に含 むエ ク ソ ン領 域 に相
補 的 に結 合 す る よ う に設 定 し た。 こ れ らの プ ラ イ
マ ー に よ り,IgM,　 IgGl,　 IgG3,　 IgEお よ びTCR/3
の場 合 と もに,110塩 基 対 のDNAフ ラグ メ ン トが増
幅 され る。
4.転 写 量比 の測 定
　 リ ア ル タ イ ムPCRの イ ン ター カ レー ター 法 で は,
増 幅 され た2本 鎖DNAに 取 り込 ま れ た 色 素 が 励 起
さ れ て発 す る蛍 光 強 度 を測 定 す る こ とに よ り,増 幅
曲線 が リア ル タ イ ム に得 られ る。 増 幅 曲 線 よ り蛍光
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強度が一定値に達するまでに要 したPCRの サイク
ル数nを 読み取った。 たとえば,試 料溶液中に存在
したIgGlとIgMと のコピー数比(転 写量比)の 常
嗣 雛1・ ・lgCIIgMは① 式で求めることカ・できる5}
　　　　　 IgCllog　　　 =(ηM‐ttc;)log2… ①　　　　　 IgM




















IgM転 写細胞 くM)か らクラススィッチによりIgGl









































解 くことは困難なので,図2に 示 した並行反応分化
過程の速度式を考えると,
　 図31gGl転 写細胞分化過程速度定数の決定
1・鵜 測 定 値 を1・gtに 対 して プ ・ ・ トした.1・gt≦
　 ウ
1の 領域 で傾 き1の 直線 を外 挿 しlogk1=-2.88と 求 め






bgl留 一bg毒{1一 囲 …⑤
となる。この式の[Gl]お よび[瑚 をlgGlお よびlgM





　 t《1の 場 合,
　　　 Gllog　M]=logt・logkl… ⑦
とな り,加 齢 に伴 いIU・[C;1]LMJは一 趨 ・近 づ く こ とが
予測され旧 齢の高い領域の働 蒙 ちを求めるこ
とが可能である・一方,・ ・留 を亙・gtに対 してプ・
日齢tが 大 きい徽 よ]n・ 留 紫 梶一姻 ・とな
りk'=0.248k,+kZが 得 られ た・ ま た1・gtが1よ り小 さ
い領 域 にお い て,傾 き1の 直 線 と縦 軸 との交 点 よ り

















　IgG3お よびlgE転 写細胞に関しても同様に取 り扱
　　 　 表2ク ラ スス ィ ッチ過 程 の速 度 定 数
　　 　 　 　　 　 　 　　 　 　 　　 　 　 　　 k,図3
,4,お よ び5よ り求 め たklお よ びk,　tk=の 値 を
示 した 。
・・留 お よ びto・[E][M]を1・gtに対 して プ ・ ・ トした結
果を図4お よび5に 示した。
図41・ ・lgG31gM-1・gtプ ・ ・ ト
…lgG31gMの値 は1・gtに 対 して直線 的 に増 大 した・
・・[G3][M]は1蝟 の場合 と同様に1まぼ直線的に増大
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　　　 図51・ 彊 一1・gtプ・・ト
・彊 の値は1・gtが1.6付近で極大となった・
　　　　　　図7・ ・lgG31gMの加齢変化
表1に 示 した速度定数を用いて計算 した理論値と良
く一致 した。
　　　　　　 図6・ ・1,gGIIgMの加齢変化
・lgGlglgM値 は生徽 週齢の間に急c6・ 轍 し,そ の後ほぼ一定値 となった。表1に 示 した速度定数を用い
て⑤式により計算した理論曲線も示した。
　　　　　　 図8・ ・lgElgMの加齢変化
竃鞭 鵬 調繁鱒 在するために・理論
した ・ し か し,ln・ 腸 の 場 合 に は,1・gtが1鮒 近,
すなわち生後7～8週 齢あたりまで直線的に増大し,
その後緩やかに低下し極大値が存在した・・鵜 お




定値の日齢変化を図6,7お よび8に 示 した。
・・陽 お よびto・[G3][











　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ユ　　　る
値は,胸 腺でクラススィッチを行 う細胞のうち,




する比率は,そ れぞれ約3%で あ り,胸 腺でのIgE
転写細胞への分化の割合は意外に大 きかった。血中
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